Clinical Significance of Anti-HSP 70 Antibody in the Patients with Systemic Lupus Erythematosus by �씠�닔怨�
548
대한임상병리학회지 : 제19권 제5호 1999
Korean J Clin Pathol 1999; 19: 548-53 
� 진단면역학 �
Background : Heat shock proteins (HSPs), or stress proteins, are immunodominant antigens of
many microorganisms. In this study, we have detected the anti-HSP 70 antibody and tried to
explain the role of the antibody with respect to the pathogenesis of SLE. Furthermore, we have
attempted to find out the possibility to link the presence of the autoantibody with the monitoring and
diagnosis of systemic lupus erythematosus (SLE).
Methods : A total of 80 samples from 55 SLE patients were screened for the presence of anti-
HSP 70 antibodies. Simultaneously 59 healthy people were tested as a control group. The anti-HSP
70 antibodies were measured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and confirmed by
western blot in anti-HSP 70 antibody ELISA positive samples. The activity of disease  state was
confirmed by the patients’medical record and systemic lupus activity measure (SLAM).
Results : The mean optical density (O.D.450) of ELISA in healthy controls and SLE patients were
0.15±0.18 (mean±S.D.) and 0.13±0.14. The correlation of SLAM Score and ELISA O.D. was
r2 = 0.19, P = 0.014. And, the mean O.D. value of ELISA was 0.18±0.02 and 0.11±0.01 before
and after treatment (P < 0.05). We compared samples with SLAM Score. The O.D. of anti-HSP 70
ELISA in these patients were 0.20±0.02 and 0.08±0.002 before and after treatment respectively
(n=10, mean±S.D., P < 0.01).
Conclusions : Anti-HSP 70 antibody was not a clinically useful diagnostic marker in SLE patients.
However, the  titer of anti-HSP 70 antibody can  be used for the monitoring of the therapeutic effec-
tiveness in these patients. (Korean J Clin Pathol 1999; 19: 548-53)
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사장애, 독성물질, 또는 물리적인 자극 등에 의해서도 생성이 증
가된다. HSPs은 세포질 내 단백질의 형태와 구조를 완전하게 유
지하는데 중요한 기능을 담당하며[1], 세포질내 단백질을 세포표
면으로 이동시켜 면역반응을 유발하는 항원 전달체 기능도 있다
고 한다[2] 또한, HSPs은 암세포 내의 특정한 항원과 결합하여
암세포에 대한 세포성 면역반응을 유발하기도 하므로 암세포의
특정 항원과 결합한 HSPs를 사용하여 암에 대한 예방접종도 가
능할 것으로 생각되고 있다[3]. 사람의 혈액종양세포를 이용한
연구에서 HSPs은 세포의 분화를 촉진시키며 apoptosis를 억제할
뿐만 아니라 apoptosis를 유발하는 약제에 대해서도 세포가 내성
을 갖도록 한다는 보고도 있다[4]. 
HSPs은 분자량에 따라서 크게 4가지 군으로 분류되는데 HSP
70, HSP 90, HSP 60군과 저분자량의 HSPs군으로 나눌 수 있
으며, 그 중에서도 HSP 70군이 가장 많이 알려져 있다[5, 6].
HSP 70은 원시핵 세포에서 인간에 이르기까지 거의 모든 종의
세포질 내에 흔히 존재하는 단백질 군으로서 종에 관계없이 일부
동일한 아미노산 배열을 갖는다. 같은 진핵세포의 HSP 70군간에
는 아미노산 서열의 60-78%가 동일하며, 인간과 E. coli간에도
아미노산 서열의 47%가 동일하다[7]. 따라서 HSP 70군은 여러
종류의 세균성 질환에서 면역기전을 유발하는 주요한 항원으로
작용한다고 하며[8], 세균의 세포질 내에 존재하는 HSP 70항원
에 대해 반응하는 림프구가 사람의 세포질 내에 존재하는 HSP
70항원에 대해서도 면역반응을 일으켜 여러 종류의 자가면역 질
환을 일으킬 수 있다고 보고되었지만 지금까지 그 정확한 기전은
밝혀지지 않았다[9]. 자가면역 질환에 대한 동물실험과 인간의
자가면역성 관절염에 대한 연구에서 주로 HSP 70군에 대한 T
세포성 면역반응이 관련된다고 알려진 반면, HSP 70군에 대한 B
세포성 면역반응에 대해서는 몇몇 자가면역질환의 환자에서 HSP
70군에 대한 자가항체가 검출됨이 보고된 이외에는 그 정확한 병
인 및 임상적 의의는 잘 알려져 있지 않다[10]. 
따라서, 본 연구에서는 전신성홍반성루프스(systemic lupus
erythematosus, SLE)로 확진된 환자군과 정상 대조군의 혈청에
서 항HSP 70항체를 검출하여 질병과의 관련성에 대해서 알아보
고자 하였다. 또, 이 결과를 전신성홍반성루프스 환자들의 질병활
성도(Systemic Lupus Activity Measure, SLAM)와 비교하여
치료효과 판정에 의의가 있는지 살펴보고자 하였다. 
재료 및 방법
1. 대상군
1) 정상 대조군
혈청내 항HSP 70항체의 정상 참고범위를 결정하기 위하여, 세
브란스 건강증진센터에 내원한 사람 중 건강한 사람을 대상으로
무작위로 59명을 선택하여 대조군으로 하였다.
2) 전신성홍반성루프스 환자군
1996년 7월부터 1999년 4월까지 연세대학교 의과대학 세브란
스병원 류마티스내과에 내원한 전신성홍반성루프스 환자 55명으
로부터 채혈한 80개의 혈청을 대상으로 총 90검사를 시행하였다.
25명의 환자에서는 steroid나 cytoxan 등의 약제로 치료 전과 치
료 후에 채혈한 짝검체 혈청을 분석하였으며 그 중, 10검체는 반
복 측정하였다.
2. 방법
1) 효소면역법 검사(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)
E. coli에서 유전자재조합법으로 생산 시판되는 human HSP
70항원(Stressgen Biotechnologies Corp., Victoria, BC, Cana-
da)과 시판되는 단클론성 항HSP 70항체(Stressgen Biotech-
nologies Corp., Victoria, BC, Canada)를 이용한 checkerboard
titration을 시행하여 항원과 항체의 적절한 희석배수를 결정하였
다. 그리고 human HSP 70항원과 환자의 혈청을 이용한 ELISA
를 실시하여 환자 혈청내의 항HSP 70항체의 농도를 구하였다.
ELISA는 아래와 같은 방법으로 시행하였다. 
Microplate (Immulon, Dynatech, USA)에 carbonate 완충
용액(15 mM Na2CO3, 36 mM NaHCO3, pH 9.6)을 사용하여
HSP 70항원을 well당 각각 0.5 g씩 넣고 4℃에 16시간동안 두
어 부착시켰다. 그 후 1:2로 희석한 환자의 혈청을 각 well당 100
L씩 넣고 37℃에서 1시간동안 반응시켰다. 이차항체로는 효소
(horseradish peroxidase)가 결합된 항human IgG (Dade-
Behring, Marburg, Germany)를 이용하여 각 well당 100 L씩
분주하고 37℃에서 1시간동안 반응시켰다. Behring ELISA Pro-
cessor III (Behringwerke AG, Marburg, Germany)를 이용하
여 450 nm에서 흡광도(optical density, O.D.)를 측정하였다. 정
상 대조군과 환자군에서 흡광도의 평균±표준편차(standard
deviation, SD)를 구하여 비교하였고, 정상 대조군의 평균±2SD
치를 양성 기준치(cut-off value)로 하였다. 
2) SDS-PAGE와 Western blot (Immunoblot)
ELISA 흡광도가 양성 기준치 이상으로 나온 검체를 포함한
각기 다른 흡광도를 보이는 23검체를 임의 선택한 후 western
blot을 시행하여 항HSP 70항체를 재확인하였다. 그리고 western
blot의 결과와 ELISA 흡광도를 비교하여 western blot에서
band를 보인 검체들의 흡광도를 정량적으로 조사하였다. 실험과
정은 다음과 같이 하였다.
Gel은 10% 분리 gel과 4% 누적 gel을 이용하였고 유전자재
조합법으로 생산되어 시판되는 human HSP 70항원(Stressgen
Biotechnologies Corp., Victoria, BC, Canada)을 단백농도 0.1
mg/mL이 되도록 시료 완충액(0.2 M Tris-HCl, pH 6.8에 녹인
10% SDS, 5% 2-mercaptoethanol, 15% glycerol, 0.024%
bromophenol blue)으로 희석하여 각 well당 2.5 g씩 loading하
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였다. 그리고 300 V에서 약 2시간동안 전기영동을 실시하였다.
Gel과 nitrocellulose membrane은 전이되는 방향을 고려하여
밀착되게 부착시킨 후 immunoblotting 기구에 수직으로 넣은 다
음 transfer buffer로 채우고 500 mA에서 30분간 전이를 시행하
였다. 전이가 끝난 다음 nitrocellulose membrane을 세척하고 bl-
ocking 한 후 환자의 혈청 20 L를 첨가한 다음 실온에서 2시
간동안 진탕하면서 반응시켰다. 이차항체(horseradish peoxidase-
conjugated 항human immunoglobulin IgG, Dade-Behring,
Marburg, Germany)를 넣은 후 다시 30분간 진탕하면서 반응시
켰다. 5,5’-tetramethylbenzidine (TMB) 기질용액을 넣고 30분
후 발색 결과 나타난 band를 관찰하였다. 
3) 병력 조사
SLE 환자군의 질병활성도를 알아보기 위하여 의무기록지를
조사하여 검체 채혈시기와 동시 또는 비슷한 시기에 측정된 sys-
temic lupus activity measure (SLAM) 점수를 확인하였다. 채
혈당시의 SLAM 점수가 있는 검체는 30검체이었고 이 중 20검
체는 짝검체였다. 정상 대조군의 의무기록지를 후향적인 방법으
로 조사하여 과거 및 현재의 병력을 알아보고, 항HSP 70항체 생
성과 관계가 있을 것으로 생각되는 요인이 있는지 확인하였다. 
4) 통계적 분석
ELISA 방법으로 측정한 항HSP 70항체에 대한 흡광도의 통
계학적 분석은 Student’s t-test를 사용하였고 25명의 짝검체는
paired t-test를 이용하였다. 유의 수준은 P value 0.05를 기준으
로 판단하였다.
결 과
1. 정상 대조군의 항HSP 70항체 검출결과
정상 대조군 59명은 남자 36명, 여자 23명이었고 연령평균은
46세(연령범위 28-71세)였다. 흡광도는 0.15±0.18 (평균±SD,
범위: 0.007-1.064)이었다. 평균±2SD를 양성 기준으로 판단할
때 cut-off 흡광도 기준치는 0.51이었고 양성인 사람은 4명(7%)
이었으며(Table 1, Fig. 1). 이들 모두에서 western blot을 시행
하여 band를 관찰할 수 있었다.
2. 전신성홍반성루프스 환자군의 항HSP 70항체 검출 결과
SLE 환자군 55명 중 남자는 4명, 여자는 51명이었으며 평균
연령은 32세(범위: 16-57세)이었다. 환자 55명의 80검체로 90검
사를 시행한 결과 흡광도의 평균은 0.13±0.14 (범위: 0.011-
0.945)이었다. 흡광도 0.51 이상으로서 양성으로 판정된 경우는 2
예로 전체의 2.2%였다. 정상 대조군의 흡광도와 비교하였을 때
두 군 간의 흡광도의 평균에는 통계적으로 유의한 차이가 없었다
(P >0.05, Fig. 1). 흡광도 0.51 이상의 2검체를 대상으로 west-
ern blot을 시행한 결과 모두 band가 나타나서 항체를 확인할 수
있었다.
전신성홍반성루프스 환자군과 정상 대조군의 검체 중 각각 다
른 흡광도를 보인 23검체를 대상으로 western blot을 실시하여
western blot의 민감도를 알아보았다. 흡광도 0.36 이상인 환자는
9명이었고 이들 중 western blot에서 band가 나타난 환자는 7명
(78%)이었다. 따라서 본 실험 조건에서는 well당 0.5 g의 HSP
70항원을 사용한 경우에 ELISA 흡광도가 0.36 이상이면 본 실험
조건의 western blot에서 band가 나타나는 것을 알 수 있었다.
3. 전신성홍반성루프스 환자의 질병활성도(SLAM)와 항HSP
70항체의 상관성
Fig. 1. Scattergram showing optical densities for anti-HSP 70
antibodies of SLE patients and healthy individuals.
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Table 1. Optical density (OD450) of anti-HSP 70 ELISA of
healthy control group and SLE patients
Abbreviations: SD, standard deviation; SLE, systemic lupus erythe-
matosus.
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전신성홍반성루프스 환자들의 질병활성도를 나타내는 지표인
SLAM 점수와 항HSP 70항체의 상관성을 알아보기 위하여
SLAM 점수 조사가 가능하였던 30예에서 항HSP 70항체 측정
용 혈액 채취 당시의 두 지표간의 상관 관계를 조사한 결과, 결정
계수(r2)는 0.19였지만, P value는 0.014로 통계적으로 유의하게
나타났다(Fig. 2). 
4. 짝검체를 이용한 치료 전후의 항HSP 70항체 발현
부신피질호르몬이나 cytoxan 등의 면역억제제로 치료하기 전
과 치료 후에 채혈한 25개의 짝검체의 항HSP 70항체를 측정하
여 비교한 결과, 치료하기 전 검체들의 흡광도는 0.18±0.02 (평
균±SD)였고 치료한 후는 0.11±0.01으로서, 치료 후 항HSP 70
항체가 감소하였다(P <0.05). 짝검체 25쌍 중 채혈당시 SLAM
점수를 측정한 10명의 20검체를 대상으로 치료 전후의 SLAM
점수와 흡광도 차이를 비교한 결과, SLAM 점수의 평균은 치료
전 19.8에서 치료 후 9.5로 감소하였으며(P <0.01), 흡광도는 치
료 전 0.20±0.02에서 치료 후 0.08±0.002로 통계적으로 유의하
게 감소하였다(P <0.01, Table 2, Fig. 3). 그리고 치료 전 SL-
AM 점수를 치료 후 SLAM 점수로 나눈 비와 치료 전 HSP 70
의 흡광도를 치료 후 흡광도로 나눈 비 사이의 상관 관계를 조사
한 결과 r2=0.66이었다(P=0.004, Fig. 4). 
고 찰
일명 스트레스 단백질이라고도 불리우는 heat shock protein군
중 HSP 70은 그 특성에 대한 연구가 비교적 폭넓게 진행된 단백
질로서, 세포의 내적 혹은 외적인 여러 종류의 자극에 의해서 세
포내 합성이 증가되며 세포의 정상적인 형태 및 기능 유지에 중요
Mean   0.20 19.8 0.08 9.5
SD   0.02  19.7   0.002   14
Range    0.06-0.48   9-25   0.02-0.19  5-15
Before Treatment         After Treatment
O.D.     SLAM              O.D.        SLAM
Table 2. Comparison of the amount of antibodies measured by
ELISA and Systemic Lupus Activity Measurement (SLAM) of
the 10 paired samples
Abbreviations: O.D., optical density; SD, standard deviation.
Fig. 3. The change of each parameters with treatment. (A) the change of optical density after treatment in 25 patients with SLE (B) the
change of SLAM, and (C) optical density after treatment in 10 patients with SLE.
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Fig. 2. The relationship between optical density of anti-HSP 70
antibodies measured by ELISA and Systemic Lupus Activity
Measure of 30 SLE patients.
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한 역할을 한다고 밝혀져 있다. 사람에 있어 HSP 70 단백질을
발현하는 유전자는 6, 14, 21번 염색체 등 여러 염색체에 걸쳐 존
재하는데 특히 6번 염색체의 단완에 존재하는 유전자가 HSP 70
발현에 중요한 역할을 담당하는 것으로 알려져 있으며, MHC III
구역 내 보체 C2 유전자와 tumor necrosis factor (TNF) 유전
자 사이에 존재한다[11]. HSP 70은 세포내 단백질을 세포표면으
로 이동시켜 세포내 단백질에 대한 면역 반응을 유발하는 기능이
있으며 생물의 종간에 매우 유사한 아미노산 배열을 나타내어 자
가면역 질환의 병인에 관련이 되는 것으로 추정되고 있다.
본 연구에서는 자가면역질환 중 전신성홍반성루프스 환자를 대
상으로 환자의 혈청내 항HSP 70항체를 검출하고자 하였다. 또한
검출된 항HSP 70항체와 전신성홍반성루프스의 질병활성도의 관
계를 조사하여 자가면역질환의 발병에 항HSP 70항체가 관여하
는지 밝힘과 동시에 전신성홍반성루프스의 진단과 치료의 추적관
찰에 있어서 임상적 유용성이 있는지 알고자 하였다. 
본 연구에서 정상 대조군과 전신성홍반성루프스 환자군의 ELI-
SA 흡광도 간에 통계학적으로 유의한 차이는 없었다(P >0.05).
정상 대조군의 흡광도 평균±2SD인 0.51을 양성기준으로 판단할
때 전신성홍반성루프스 환자의 2.2%에서 항HSP 70항체가 양성
인 반면 정상 대조군에서는 오히려 이보다 높은 7%가 양성으로
나타났다. 그리고 이들 양성 검체를 western blot으로 확인하였
을 때 모두 band를 보였다. Pockley 등[12]은 정상인의 혈청에
서 매우 높은 비율의 항HSP 70항체 양성률을 보고하였으며 남
녀의 차이는 없다고 하였다. 또한 Arora 등[13]은 인도인을 대상
으로 항HSP 70항체를 측정한 결과 전신성홍반성루푸스 환자군
에서 85%, 정상 대조군에서 60%가 양성이었다고 보고하면서,
HSP 70항원 자체가 여러 생물체에 흔히 존재하는 항원이며, 불
결한 환경으로 인한 잦은 감염으로 인해 정상인에서도 높은 양성
률을 나타낸다고 하였다. 본 연구에서도 정상 대조군에서 양성인
사람이 더 많았는데, 이들 양성인 사람을 대상으로 채혈당시 세
균감염 등 항HSP 70항체의 생성을 자극할만한 급성 조건이 있
었는지 병력을 조사하였으나 특별한 사항은 없었다. 그러나 우리
나라의 경우 전체 인구에서의 결핵 유병률이 높으며 또 세균 감
염증의 과거력이 매우 흔하기 때문에 정상 대조군에서 항HSP 70
항체가 높게 검출된 것으로 생각되며, 따라서 항HSP 70항체는
전신성홍반성루프스 환자의 초기 진단 목적으로는 유용하지 않은
것으로 생각된다. 
항HSP 70항체에 대한 ELISA 흡광도와 전신성홍반성루프스
의 질병활성도를 나타내는 객관적인 지표인 SLAM 점수간의 연
관성을 조사한 결과 결정계수는 0.19이었지만 P value는 0.014로
통계학적으로 유의하였다. 치료에 따른 흡광도의 변화를 조사하기
위해 치료 전후의 25쌍의 짝검체를 가지고 흡광도의 변화를 살펴
본 결과 통계학적으로 유의하게 감소하였다(P <0.05). 그리고 치
료에 따른 흡광도의 변화를 보다 구체적으로 알아보기 위해 짝검
체 중 채혈 시기와 동일한 시기의 SLAM 점수가 있는 10쌍의 짝
검체를 대상으로 치료 전후의 SLAM 점수의 변화와 흡광도의
변화를 조사한 결과 치료 전 SLAM 점수의 평균은 19.8에서 치
료 후 9.5로 감소하였으며 치료 전후의 ELISA 흡광도도 0.20에
서 0.08로 감소하였다(P <0.01). 또한, SLAM 점수의 감소에 따
른 흡광도의 감소를 직접 비교하기 위해서 치료 전후의 SLAM
점수의 비와 흡광도의 비를 구하여 상관성을 측정한 결과 r2=0.66
으로 비교적 우수하였다(P=0.004). 따라서 항HSP 70항체가 전
신성홍반성루프스 환자에서 치료에 대한 반응을 평가하기 위해서
는 유용한 지표로 판단되었다. 그리고 정량적 검사가 가능한
ELISA법이 western blot법보다 더 유용한 것으로 생각되었다.
정상 대조군과 전신성홍반성루프스 환자군간의 항HSP 70항체
양성율이나 흡광도의 차이는 없으면서 전신성홍반성루프스 환자
군에서 치료 전후의 항HSP 70항체 흡광도에는 통계학적으로 유
의한 차이가 있는 까닭이 밝혀져야 할 것으로 생각되는데, 아마
도 항HSP 70항체가 세균감염 등에 의해 비특이적으로 생성되고
각 환자마다 기본 생성량에 차이가 있기 때문일 것으로 생각되며
이는 유전자의 다형성에 의한 것으로 추정된다. 따라서 앞으로
정상대조군을 대상으로 한 비특이적 항HSP 70항체 생성에 대한
연구와 기본적인 항HSP 70항체 생성에 관여하는 유전자의 다형
성에 관한 연구가 필요할 것으로 생각되며, 항체가와의 상관성에
대한 연구도 이루어져야 할 것으로 사료된다. 
이상의 결과에서 항HSP 70항체는 정상 대조군과 전신성홍반
성루프스 환자군 모두에서 비교적 간편하게 ELISA법으로 검출
할 수 있었으며 따라서 전신성홍반성루프스 환자의 진단 목적으
로 항HSP 70항체의 검출은 유용하지 않은 것으로 생각되었으나,
전신성홍반성루프스 환자의 치료에 대한 반응을 평가하기 위한
지표로서는 유용할 것으로 사료되었다. 
Fig. 4. Correlation between the ratios of SLAM and optical density of
ELISA for anti-HSP 70 antibodies.
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요 약
배경 : Heat shock protein (HSPs), 또는 스트레스 단백질은
많은 생물의 종에서 면역매개단백질로 작용한다. 본 연구에서는
정상대조군 및 전신성홍반성루프스 환자의 혈청에서 항 HSP 70
항체를 검출하여 전신성홍반성루프스의 진단과 치료효과 판정에
서의 그 임상적 유용성을 알아보고자 하였다. 
방법 : 55명의 환자로부터 80개의 혈청과 59명의 정상대조군의
혈청을 대상으로 동시에 항HSP 70항체를 검출하였다. ELISA를
이용하여 항HSP 70항체를 검출하여서 양성이 나온 검체는 다시
western blot으로 항HSP 70항체의 존재를 확인하였다. 환자들
의 질병활성도는 병력기록지의 systemic lupus activity measure
(SLAM)로 결정하였다. 
결과 : 정상대조군과 환자군의 ELISA 흡광도는 0.15±0.18
(평균±S.D.)와 0.13±0.14이었다. SLAM 점수와 ELISA 흡광
도의 상관성은 결정계수(r2)가 0.19이었고 P value는 0.014로 통
계학적으로 유의하였다. 그리고 25쌍의 짝검체의 치료 전후의
ELISA 흡광도는 0.18±0.02와 0.11±0.01로 통계학적으로 유의
하게 감소하였다(P <0.05). 25쌍의 짝검체 중 채혈 당시 SLAM
점수를 동시에 측정할 수 있었던 10쌍의 짝검체에서 치료 전후의
흡광도는 0.20±0.02와 0.08±0.002로 통계적으로 유의하게 감소
하였다(P <0.01).
결론 : 항HSP 70항체는 전신성홍반성루프스 환자에서 진단적
유용성은 없었지만 환자의 치료관찰에는 유용한 지표로 사용될
수 있을 것으로 사료된다. 
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